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扬子 鳄 4 个 Sox 基因 保守 区 的 克隆 及 序列 分 析 
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(1 安徽 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 安 徽 芜湖 ”241000; 2. ARATERAT O, RAR 242000) 


摘要 : 参考 人 SRY 基因 HMG-box 的 保守 区 序列 ， 设 计 一 对 简 并 引物 ， 用 PCR P3 T $5 T 89 Sox 基因 的 
HMG-box， 并 对 PCR 产物 进行 了 亚 克 隆 和 测序 。 结 果 在 雌雄 个 体 中 均 筛 选 到 4 个 不 同 的 Sox 基因 ， 无 性 别 差 
异 。 其 序列 与 人 相应 的 SOX 基因 保守 区 编码 序列 的 相似 性 分 别 为 91%、96%、100%、96%， 分 别 命名 为 AS- 
Sox1，ASSox2，ASSox 11，ASSox22。 与 其 他 动物 相关 的 Sox/SOX 基因 的 聚 类 分 析 结 果 表 明 ， 扬 子 鳄 Sox 基因 编 
码 的 氨基 酸 序列 与 进化 位 置 各 异 的 其 他 动物 的 Sox/SOX 基因 编码 的 氨基 酸 序 列 存在 高 度 的 同 源 性 ， 显 示 出 Sox 


基因 在 系统 进化 上 的 高 度 保守 性 。 
关键 词 : HT; Sox 基因 ; 序列 分 析 
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Amplification and Sequencing of Sox Gene 
HMQG-box in Alligator sinensis 
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Abstract: 220 bp fragments of Sox gene HMG-box in Alligator sinensis were amplified by PCR, and then sub- 
cloned and sequenced. Four different Sox genes were thus identified in both male and female. The encoded amino acid 
sequences exhibited 9196, 9695, 10095, and 96% of sequence homology with those reported for human SOX gene 
HMG-boxes, respectively. According to nomination system of human SOX genes, the newly identified Alligator sinensis 
Sox genes were named as ASSox1, ASSox2, ASSoxll, ASSox22, respectively. There was no sexual difference in the 
four fragments. The amino acid sequences coded by Sex genes from amphibian, reptile, bird, and human showed a high 
degree of sequence homology within the respective four clusters, as revealed in phylogenetic tree constructed. The results 
indicated that Sox genes were highly conservative in phylogeney . 
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SOX 基因 家 族 的 主要 特征 是 具有 一 个 HMG f£ 
守 盒 ， 且 其 编码 的 蛋白 质 可 以 和 DNA 序列 特异 性 
结合 ， 是 一 类 重要 的 转录 调控 因子 (Pevny et al, 
1997) ， 在 个 体 发 育 过 程 中 SOX 基因 对 性 别 分 化 和 
组 织 器 官 形成 起 着 重要 作用 。 例 如 SOX9. Sox6 
(人 类 用 SOX， 其 他 动物 Sox) ÆA, BU EU 
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表达 (Meyer et al, 1997; Connor et al, 1995), 
Sox17,. 5. 6 参与 鼠 精 子 的 形成 (Kanai et al, 
1996; Denny et al, 1992), Sox24, 23 & 5j fi% BB 
母 细 胞 的 形成 和 卵子 发 生 (Kanda et al, 1998; Ya- 
mashita et al, 1998); SOX/Soxl. 2. 3. 10. 1l. 
19, 21. 22. 30 ÆA, BRL. XR. fA EE BU TRES 
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统 中 都 有 表达 (Michael, 1999); SOX5. 6. 9 参 
与 人 骨骼 的 形成 (Lefebvre et al, 1998); SOX18 在 
人 脑 、 心 胜 和 肌肉 中 有 表达 (Slavica et al, 2000). 
此 外 ，SOX 基因 还 与 人 类 许多 疾病 有 关 : 如 SOX9 
基因 突变 可 引起 CD (campomelic dysplasia) 患者 骨 
骼 发 育 异 常 ， 同 时 伴 有 性 反 转 (Meyer et al, 
1997); SOX14 与 肢体 缺陷 有 关 ， 常 伴 有 CMT2B 
(Charcot-Marie-Tooth neuropathy type I B) 神经 病 
(Hargrave et al, 2000); SOX10 的 突变 会 引发 人 的 
Waardenburg-Hirschsprung iE, ， 导 致 神经 系统 发 育 缺 
Mi (Kuhlbrodt et al，1998)。 因 此 ， 对 SOX/Sox 基 
因 的 研究 不 仅 可 以 揭示 性 别 分 化 和 胚胎 发 育 的 机 
制 ， 而 且 可 为 某 些 遗传 疾病 的 诊断 和 治疗 提供 分 子 
方面 的 资料 ， 进 而 有 着 非常 重要 的 理论 和 应 用 价 
值 。 

i54 85 (Alligator sinensis) JR IET 4485 EX 
Tb. RCUBÓEICXRIEBUGXIIR, KEN "ihn, 
系统 进化 上 占有 重要 的 地 位 。 目 前 , BAADT 
中 检测 到 Sox 基因 的 报道 (Zhang et al, 2001), 但 
尚 无 Sox 基因 序列 方面 的 研究 报道 。 本 文 首 次 对 扬 
CT £289 Sox 基因 HMG-box 进行 了 研究 ， 旨 在 为 扬 
子 鲍 性 别 决 定 的 分 子 机 制 、 胚 胎 发 育 及 Sox 基因 的 
进化 等 研究 提供 分 子 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 和 试剂 

扬子 鲍 3 平 、2 取 ， 由 宣 城 扬子 鳄 养殖 中 心 提 
供 ， 经 解剖 鉴定 均 为 性 成 熟 个 体 。 实 验 用 蛋白 酶 
K, MgCl, dNTP, TaqDNA 聚合 酶 、100 bp DNA 
ladder 等 均 购 于 Promega 公司 。 引 物 参 照 人 SRY Æ 
因 HMG-box 保守 区 序列 及 有 关 文 献 (Nie et al, 
2001a; Zhang et al, 2001a) 设计 [R1: 5'-AAGC- 
GACCCATGAA (CV T) GC (ANGYV CAT) T (C 
VT) AT (GVAXVC VT) G-3'; R2: S-ACGAG- 
GTCGATA (CXT) TT (AXG) TA (AN G) T (C 
VD (G\A\TAC) GG-3’]， 由 上 海 生 工 生物 工 
程 公 司 合成 ， 用 PAGE 纯化 。 该 对 引物 可 特异 扩 增 
人 SRY 基因 HMG-box 的 保守 序列 ， 片 段 长 为 216 
bpo 
1.2 组 织 DNA 的 提取 

采用 Sambrook et al (1989) WIE, METES 
上 肉 雄 个 体 的 肌肉 组 织 中 分 别提 取 总 DNA, 
1.3 PCR 扩 增 和 产物 的 克隆 


参照 Nie et al (2001a) 的 方法 ， 用 PCR 扩 增 
雌雄 个 体 的 Sox 基因 。 循环 条 件 为 :97 CHEE S 
min; 94 CEHE 50s, 53 CEK 50s, 72 延伸 50 
s, 35 个 循环 ; 72 再 延伸 10 min; 4 "C IRE. 
1.7% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 并 拍照 。 余 下 的 PCR 产 
物 用 纯化 试剂 盒 进行 纯化 。 

分 别 纯 化 克隆 肉 、 雄 PCR 产物 ， 连 接 反应 及 
细菌 转化 均 按 pMD18-T 载体 试剂 盒 (TaKaRa 公 
司 ) 说 明 书 进行 操作 。 

1.4 Sox 基因 片段 的 筛选 和 测序 

采用 菌落 PCR (引物 同上 ) 和 SSCP (Nie et 
al, 1999) 方法 筛选 不 同 阳 性 克隆 。 具 体 步骤 是 先 
分 别 在 肉 雄 内 条 选 ， 后 在 肉 雄 间 簿 选 。 在 雌雄 中 各 
筛选 出 210 个 克隆 ， 然 后 把 4 个 有 差异 的 阳性 克隆 
委托 北京 赛 百盛 公司 进行 测序 。 

1.5 Sox 基因 的 分 析 

先 利 用 PC gene 软件 (PC gene 公司 ) 对 筛选 
出 的 4 个 Sox 基因 序列 进行 氨基 酸 序列 推导 (引物 
间 可 编码 氨基 酸 56 个 ); 再 将 此 4 条 氨基 酸 链 输 人 
GenBank, 5P RRX., HÆ., EIT. 5%., 
哺乳 类 等 其 他 30 条 Sox/SOX 基因 的 编码 链 进行 同 
源 性 比较 。 采 用 MEGA 软件 (Kumar et al, 2001), 
以 基于 氮 基 酸 的 差异 百分比 作为 遗传 距离 ，NJ 法 
构建 聚 类 树 。 并 根据 4 个 基因 与 人 类 相应 SOX 基 
因 编 码 链 的 同 源 性 ， 命 名 为 扬子 鳄 Sox 基因 (Sox 
of A .sinensis ， 简 写 为 ASSox )。 


2 结果 与 分 析 


2.1 扩 增 结果 

肉 雄 扬子 鳝 均 扩 出 1 条 带 ， 且 带 型 一 致 ， 大 小 
约 为 220 bp， 与 男性 SRY 基因 扩 增 带 一致 (图 1)。 
此 结果 初步 说 明了 扬子 鳄 基因 组 中 存在 有 人 SRY 
基因 的 同 源 基因 。 
2.2 FSH Sox 基因 

在 雌雄 个 体 中 ， 均 分 别 筛选 到 4 个 不 同 的 Sox 
基因 。 经 比较 这 4 个 Sox 基因 为 雌雄 双方 所 共有 
(图 2) ， 无 性 别 差 异 。 测 序 结果 见 图 3， 推 测 编码 
氨基 酸 的 序列 见 图 4。 经 GeneBank 中 同 源 性 检索 , 
得 到 该 4 个 Sox 基因 与 人 类 相应 SOX 基因 编码 链 
的 相似 性 分 别 为 9196. 9696. 10096, 96950, Wa 
别 命名 为 ASSSox1、ASSox2、ASSox11 和 ASSox22。 
2.3 不 同 物种 Sox/SOX 基因 的 依 类 结果 

由 图 5 可 见 , Sox / SOX 家 族 可 分 为 四 大 类 群 : 
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图 1 扬子 鳄 Sox 基因 的 PCR 扩 增 结 图 2 扬子 鳄 Sox 基因 的 SSCP 分 析 
Fig.1 PCR Amplyfication result of Sox gene in Alligator 


sinensis 


1, 2. 雄性 ; 3, 4. WETE; 5， 男 性; 6. 女性 ; 7. 阴性 对 照 。 1. ASSoxl; 2. ASSox2; 3. ASSoxll; 4. ASSox22. 
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Fig.2 SSCP analysis of Sox gene in Alligator sinensis 


1. 2, 3. 4. 35 € 8259 A P Sox 基因 (1. 2. 11. 22). 


1, 2. Male; 3, 4. Female; 5. Man; 6. Woman; 7. Negative 


contrast . 
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ASSox 2 
ASSox ll 
ASSox 22 


ASSox 1 


ASSox 2 
ASSox ll 
ASSox 22 
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ASSox 2 
ASSox 1l 
ASSox 22 


ASSox 


ASSox 
ASSox 


ASSox 


第 一 大 类 群 包括 了 人 HSOX11, 2X BL MSox4. 11. 
19， 鸟 类 LFSox11, MET% Bg ips AESox6, 6 
Æ CRSoxll, PE 7SSox3， 峙 类 XLSox4A. 11, 


111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 

123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 
GTG TGG TCC CGG GGC CAG CGG AGG AAG ATG GCC CAG GAG AAC CCT AAA ATG CAC AAC 
. -G AAA AT. G.. A.. ..A..A.. 

Dade OAS Gur is Grans au 


OO 


111 111 111 111 111 
556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 
890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 
TCG GAG ATT AGC AAG CGC CTG GGC GCG GAG TGG AAG CTG CTG TCC GAG GCC GAG AAG 


人 
人 AAG ..C AG. ... ... 
GC ulus CC. aus aad aptare Oe O06 E uu six CAG C T.G 


111 111 111 111 111 111 111 11) 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 
111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 
CGG CCC TAC ATA GAC GAA GCC AAG AGG CTG CAG GCG CAG CAC ATG AAG GAG CAC 


A A vue eor Es mede st OE VTL TD ed , Mh E E 
ATC ..G.T. ..C 666..G..GG.. C. ... .G. CIC A. ... ... GCC..T T.. 
ATC ... .T. GCAÀ G..G... G. CC... .GC CIC A.. ... ... GCC AC T.. 


图 3 ”扬子鳄 4 条 Sox 基因 HMG-box 区 的 DNA 序列 
Fig.3 DNA Sequence of 4 Sox gene HMG-boxes in Alligator sinensis 


1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 555555 
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 123456 
VWSRGQRRKM AQENPKMHNS EISKRLGAEW KLLSEAEKRP YIDEAKRLQA QHMKEH 


e biuN ups cio E iesu ee E:veszeRS Es 
.- - KIE... I MEQS.D...A....... KR. .M. KDS.. I. F.R..E..RL K.. ADY 
.- - QHE. .. I MDAQW.D...A....... RR. Q.. QDS.. I. FVK..E..RL K.. ANY 


图 4 TAA Sox 基因 HMG-box 区 编码 的 氨基 酸 序列 


Fig.4 Amino acid sequence of 4 Sox gene HMG-boxes in Alligator sinensis 


鱼 类 ZfSox1l (斑马 鱼 )，RiSox24 (H); 扬 
T 88 ASSox11 也 聚 类 在 这 一 族 ， 并 且 与 人 、 鼠 、 
fa . 鱼 的 相应 基因 编码 的 氨基 酸 序列 完全 相同 , 与 
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图 5 Sox 基因 家 族 的 聚 类 分 析 结 果 
Fig.5 Phylogenetic analysis of Sox/ SOX gene family 


dE Sox 11 基因 的 编码 序列 仅 有 两 个 氮 基 酸 的 差异 。 
第 二 大 类 群 包括 了 人 HSOX 22,2 BU MSox 12 ,大 
RE Ji AmSox 12 22 , "P TEE TSSox 9 , 52$ LFSox 5; 
H TES ASSox 22 t RE2IS d 3x A , EL TO -T- 5 ASSox 22 
与 大 熊猫 AmSox22 基因 的 编码 序列 完全 相同 ,与 
人 HSox11 基因 的 编码 序列 仅 有 一 个 氨基 酸 的 差 
异 。 第 三 大 类 群 包括 了 人 hSRY, PE TSSox1 
RIZ BL Msry。 第 四 大 类 群 包括 了 人 HSOX1、2、 
14, ZA BRL MSox3, & Æ LFSox3, MEIT 25 ny 3 fg, 
CRSoxl4, WEZ XLSox2, 2% ZfSox31, RIR Dm- 
Sox21; 扬子 鳄 ASSox1. 2 t EE EX — Jk, S5jnü 
32S n9 2X BL MSox 基因 编码 序列 的 同 源 性 分 别 达到 
98% 和 96%。 


有 候 行 类 性 别 决定 机 制 有 基因 型 性 别 决定 (ge- 
netic sex determination, GSD) 和 环境 型 性 别 决定 
(environmental sex determination, ESD) 等 多 种 类 型 
(Bull, 1980), ， 而 ESD 中 多 数 为 温度 依赖 型 性 别 决 
定 (temperature-dependant sex determination, TSD) 
类 型 。 现 存 的 22 RbSS2E B, A 11 种 已 被 证 明 其 性 
别 分 化 受 财 化 温度 影响 (Jeffery, 1994). TESB 
fr 34 ~ 36 C FEE HIS E FED MEPE, 32 C P MERE 
dE. 28-30 CAHE (Chen, 1983), WPW 
明了 扬子 鳄 的 性 别 决定 机 制 为 TSD。 在 扬子 鳄 峻 雄 
个 体 中 均 未 见 蜡 型 性 染色 体 的 分 化 《Chen，1991)。 
一 般 认为 ,没有 性 染色 体 分 化 是 具 TSD 机 制 的 种 
类 的 一 个 共同 特征 (Ewent, 19945, BILE Gif 
质 性 。 本 文 Sox 基因 PCR 扩 增 结果 中 肉 雄 个 体 扩 
增 带 型 的 一 致 性 也 从 分 子 水 平 上 支持 该 观点 。 

3.2 SOX (Sox) 1、2、11、22 的 功能 探讨 

据 报道 ，Sox1、2 参与 性 别 决定 和 分 化 ， 在 小 
ME A H E I E A R R P RIE (Collignon et 
al, 1996); Sox1 Æ PEEKAA Ed (Nie et 
2001b); Sox11 在 低 等 动物 如 在 斑马 鱼 发 育 的 
中 枢 神 经 系统 (如 前 脑 、 中 脑 、 后 脑 ) 及 发 育 早期 
的 眼 、 耳 中 表达 ， 在 早期 胚胎 的 体 节 及 鳍 芽 中 也 有 
表达 (De et al，2000); SOX22 在 胎儿 及 成 人 的 多 
种 器 官 中 都 有 表达 (Jay etal, 1997). X354 r4 
REH, 扬子鳄 Sox 基因 与 进化 位 置 不 同 的 其 他 
各 类 动物 的 Sox/ SOX 基因 编码 的 氨基 酸 序列 都 存 
在 高 度 的 同 源 性 ， 如 本 文 结果 中 的 扬子 鳄 ASSox11 
与 人 、 鼠 、 危 、 鱼 的 相应 基因 SOX/Sox11 编码 的 
氨基 酸 序 列 完全 相同 , 扬子鳄 ASSox22 与 大 熊猫 
AmSox22 基因 的 编码 序列 完全 相同 。 由 此 说 明 这 
类 基因 十 分 古老 ， 具 有 进化 上 的 高 度 保守 性 ; 同时 
也 暗示 了 扬子 鳄 的 Sox 基因 在 其 胚胎 发 育 中 承担 
着 与 哺乳 动物 相 类 似 的 功能 。 
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